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Recent advances in tissue engineering have demonstrated the clinical utility 
of mesenchymal stem cell (MSC) transplantation for both periodontal and 
peri-implant tissue regeneration. The purpose of this study was to evaluate 
the usefulness of a device with a nonwoven fabric filter, which selectively 
traps MSC based on affinity, for isolation of MSC from gnathic bone marrow. 
A total of 44 bone marrow aspirates were obtained from 35 patients during 
surgery for dental implant placement. The isolated cells were then seeded on 
tissue culture dishes. As a control, without using the device, the cells 
harvested by centrifugation were directly seeded on the dishes. After 14 days 
of culture, colony formation was confirmed by observation using microscopy. 
As a result, colony forming cells by using the device were detected in 10 of 30 
samples (33.3%). The colony forming cells without using the device were 
obtained in 3 of 14 samples (21.4%). It was thus suggested that the use of the 
device with a nonwoven fabric filter may allow efficient isolation of MSC 
from gnathic bone marrow in a closed system. 
Key words: mesenchymal stem cell, gnathic bone, nonwoven fabric filter, 














葉系幹細胞（mesenchymal stem cell, MSC）を用いた再生療法が検討されてい









MSC の供給源として，これまで主に腸骨骨髄が利用されてきた 7, 8）．腸骨骨
髄からは大量の MSC を回収することが可能であるが，外科的な侵襲が大きいと








































埋入窩形成用のドリル一式（Zimmer Dental，Carlsbad, CA, USA）を用いて





Gibco BRL, Rockville, MD, USA），ストレプトマイシン（200 g/ml，Gibco 
BRL），およびアンフォテリシン B（500 ng/ml，Gibco BRL）を添加した滅菌






た後，逆方向から細胞培養培地 50 ml を注入することにより，フィルターに付
着した細胞を回収用バッグに回収した．細胞培養培地には，10 %ウシ胎仔血清
（和光純薬工業，大阪）含有 α-minimum essential medium（Gibco BRL）培
地を用いた．また，デバイスへの通液は，すべて一定の流速（6 ml/min）で行
った．回収した細胞は，直径 10 ㎝の培養用シャーレ（BD Bioscience, San Jose, 






を 500 X g にて 5 分間遠心分離して上清を除き，骨髄細胞を細胞培養液に懸濁
後シャーレに播種した．細胞播種密度は，デバイスを用いた方法と全骨髄播種
法ともに，0.026 ml 骨髄液/cm2とした． 
4. 細胞表面抗原分析 
コロニーを形成した細胞の一部は，間葉系幹細胞のポジティブマーカーである
CD73, CD90, および CD105，ネガティブマーカーである CD14，CD19，CD34， 
CD45, および HLA-DR の発現について検討した．シャーレに付着した細胞を
トリプシン様酵素（TrypLETM Select，Gibco BRL）を用いて回収し，single cell 
suspension とした細胞（1 X 105 cells/500 l 生理食塩水）を，室温で 30 分間
FITC 標識マウス抗ヒト CD73（希釈倍率 1：50），CD90（希釈倍率 1：100），
CD105（希釈倍率 1：100），CD14（希釈倍率 1：50），CD19（希釈倍率 1：50），
CD34（希釈倍率 1：500），CD45（希釈倍率 1：50），および HLA-DR（希釈倍
















成していた細胞は、MSC の特徴である線維芽細胞様形態を呈していた（Fig 4）． 
2. コロニー形成細胞の表面抗原分析 
コロニーを形成した 13 検体のうち 8 検体については細胞表面抗原の分析を行
った（Table 1）．間葉系幹細胞のポジティブマーカーである CD105 は，すべて
の検体において陽性率は 95％以上であった．ネガティブマーカーである CD34
および CD45 は, すべての検体において陽性率は 2％以下であった．さらに，1
検体については，ポジティブマーカーとして CD73,CD90,CD105 を検索したと
ころ，いずれも 99％以上の陽性率を示し，ネガティブマーカーである CD14，
CD19，CD34，CD45，HLA-DR は，いずれも陽性率 1％未満であった． 
3. 間葉系幹細胞分離デバイスと全骨髄播種の比較 





されたのは，14 検体中 3 検体（21.4％）であった．コロニー形成検体率は，デ
バイスを用いた方が高い傾向がみられたが，統計学的に有意な差ではなかった．
また，コロニー形成がみられた 13 検体のうち，コロニー数が１個のものが６検




際に骨髄穿刺針を用いた方法では，15 検体中 6 検体（40.0％）においてコロニ
ー形成が確認されたのに対し，注射針を用いた方法では 15 検体中 4 検体
（26.7％）であった（Table 3）．また，全骨髄播種法により分離した検体におい
ては，骨髄穿刺針を用いた方法では 7 検体中 2 検体の 28.6％，注射針を用いた












年代別に分けてみたところ，デバイスを用いた場合には 50 歳代では 11 検体
中 4 検体で 36.4％，60 歳代では 13 検体中 6 検体で 46.2％の検体からコロニー
形成細胞が分離されたが，20 歳代，30 歳代，40 歳代，および 70 歳代では検体
数が少ないものの，1 検体も分離されなかった（Table 5）．デバイスを用いなか
った場合では，60歳代で8検体中3検体からコロニー形成細胞が分離されたが，


















12 検体中 5 検体の 41.7％と最もコロニー形成検体率が高く，201~300μℓで
33.3％，300μℓ以上では 28.6％と，骨髄液採取量が多いほど，コロニー形成率
が高いという傾向は見られなかった（Table 8）．全骨髄播種法を用いた場合では，




















れた 15)．The International Society for Cellular Therapy の委員会報告書によ
ると，ヒト MSC の定義は，1）組織培養用フラスコで培養するとプラスチック
に付着すること，2）細胞表面に CD105，CD73，および CD90 を発現し，かつ



























































髄液を採取した場合，通常数 ml から数 10 ml 採取できる 13,23)のに対して，本研
で顎骨から採取した検体は，44 検体中 35 検体（79.5％）が 300 l 未満であっ









の細胞密度は骨の部位によって異なるが，腸骨では１ml 当たり 400～500 個と
報告されている 25)．顎骨における MSC の細胞密度は不明である． 
近年，MSC は，組織の再生のみならず感染や炎症にも関与していることが明
らかにされつつある 26)．興味深いことに，口腔顔面骨由来の間葉系幹細胞は，

















































  Surface markers (%) 
No. CD105 CD90 CD73 HLA-DR CD14 CD19 CD34 CD45 
1 95.7 - - - 1.0 - 0.1 0.6 
2 99.5 - - - - - 0.1 0.2 
3 99.4 - - - - - 0.0 0.2 
4 96.8 - - - - - 2.0 1.7 
5 99.9 - - - - - 0.1 0.1 
6 99.2 99.7 100 0.3 0.7 0.4 0.0 0.4 
7 99.8 - - - - - 0.0 0.0 
8 99.0 - - - - - 0.1 0.2 
  





Table 2 Effects of device usage on ex vivo expansion of alveolar MSC  
 
 Device (+) Device (-) 
Total number of samples 30 14 
Number of samples with colony formation 10 3 










Table 3 Effects of puncture needle usage on ex vivo expansion of alveolar MSC   
 










Total number of samples 15 15 7 7 
 
Number of samples with 
colony formation 
 
6 4 2 1 









Table 4 Effects of sex on ex vivo expansion of alveolar MSC 
 
 Device (+) Device (-) 
 Male Female Male Female 
Total number of samples 
 
11 19 4 10 
Number of samples with colony 
formation 
 
4 6 1 2 









Table 5 Effects of age on ex vivo expansion of alveolar MSC 
 
Age (years old) 20-29 30-39 40-49 50-59 60-69 70-79
Device (+) 
 
      
Total number of samples 
 
3 1 1 11 13 1 
Number of samples with 
colony formation 
 
0 0 0 4 6 0 
Colony formation rate (%) 0.0 0.0 0.0 36.4 46.2 0.0 
Device (-) 
 
      
Total number of samples 
 
0 0 1 5 8 0 
Number of samples with 
colony formation 
 
0 0 0 0 3 0 










Table 6 Effects of sampling site (maxilla vs mandible) on ex vivo expansion of alveolar 
MSC 
 
 Device (+) Device (-) 
 Maxilla Mandible Maxilla Mandible 
Total number of samples 
 
6 24 3 11 
Number of samples with colony 
formation 
 
2 8 0 3 









Table 7 Effects of sampling site (anterior, premolar, or molar) on ex vivo expansion of 
alveolar MSC  
 
 Device (+) Device (-) 
 Anterior Premolar Molar Anterior Premolar Molar
Total number of 
samples 
 
5 5 20 2 5 7 
Number of samples 
with colony formation 
 
2 3 5 0 2 1 
Colony formation rate 
(%) 










Table 8 Effects of sample volume on ex vivo expansion of alveolar MSC 
 
Sample volume（μℓ） -100 101-150 151-200 201-300 301- 
Device (+) 
 
     
Total number of samples 
 
5 3 12 3 7 
Number of samples with 
colony formation 
 
1 1 5 1 2 
Colony formation rate (%) 20.0 33.3 41.7 33.3 28.6 
Device (-)      
Total number of samples 
 
3 2 7 0 2 
Number of samples with 
colony formation 
 
0 0 2 0 1 









Table 9 Logistic regression analysis for use of device, use of puncture needle, sex, age, 
mandibular, premolar, and volume in relation to the ex vivo expansion of alveolar MSC 
 
 
Valuables Odds ratio 95% confidence interval p value 
Device 4.090 0.623 to 26.833 0.142 
Puncture needle 1.326 0.297 to 5.916 0.711 
Sex (male) 1.583 0.284 to 8.840 0.601 
Age 1.106 0.998 to 1.224 0.054 
Mandibular 0.537 0.065 to 4.429 0.563 
Premolar 6.809 0.964 to 48.110 0.055 
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Fig 1  Sampling method using a puncture needle. A: Internal needle and 
external cylinder of the puncture needle. B: Tip of the internal needle 
and external cylinder. C: Diagram of the sampling. D: Insertion of the 
puncture needle into the bone marrow. E: Aspiration of bone marrow 
fluid. F: Transfer of bone marrow aspirate from syringe to tube 
container. 
Fig 2  Sampling method using a 18G needle. A: Aspiration of bone marrow 
fluid from drilled hole for implant placement using a syringe with 
18G needle. B: Diagram of the sampling.  
Fig 3  Flow diagram of the Bone Marrow MSC Separation Device. ①: 
Priming the column, ② : Processing bone marrow through the 
column, ③: Washing the column, ④: Harvesting MSC. 
Fig 4  Spindle shaped stem cells in culture. Phase contrast microscopy, 
original magnification: X100. 
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